(19) 

BundesrepubHk Deutschland 
Deutsches Patent- und Markenamt 



( 10 >DE 103 31 107 B3 2004.12.02 



< 12 > Patentschrift 



<21)Aktenzeichen: 103 31 107.6 


(51) IntCI. 7 : C12Q 1/68 


(22)Anmeldetag: 04.07.2003 




(43) Offenlegungstag: - 




(45 ) Veroffen tlich u ng stag 




der Patenterteilung: 02.12.2004 




Innerhalb von 3 Monaten nach VeroffentHchung der Erteilung kann Einspruch erhoben werden. 


(71 ) Patentinhaber: 


(56) Fur die Beurteilung der Patentfahigkeit in Betracht 


Epigenomics AG, 10435 Berlin, DE 


gezogene Druckschriften: 




DE 101 30 800 A1 


(74)Vertreter: 


BRANSTEITTER, R. u.a.: Activation-induced 


Schubert, K., Dipl. -C hem. Dr.rer.nat, Pat. -An w., 


cytidine deaminase deaminates deoxycytidine on 


10178 Berlin 


single-stranded DNA but requires the action of 




of RiNase. Proc. Natl. Acad. Sci. USA (01.04.2003) 


(72) Erfinder: 


100 (7) 4102-7; 


Gutig, David, 10435 Berlin, DE 





(54) Bezeichnung: Verfahren zum Nachweis von Cytosin-Methylierungen in DNA mittels Cytidin-Deaminasen 



(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft 
ein Verfahren zur Untersuchung von Cytosin-Methylierun- 
gen in DNA-Sequenzen. Dabei wird die zu untersuchende 
DNA mit einer Cytidin-Deaminase umgesetzt, die Cytidin 
schneller als 5-Methylcytidin deaminiert. Durch die Um- 
wandiung wird Cytosin in Uracil umgewandelt, wahrend 
5-Methylcytosin im wesentlichen unverandert bleibt Die 
enzymatisch vorbehandelte DNA wird bevorzugt amplifi- 
ziert und kann dann uber unterschiedliche Methoden ana- 
lysiert werden. Das erfindungsgemade Verfahren eignet 
sich insbesondere zur Diagnose von Krebserkrankungen 
und anderer mit einer Veranderung des Methylierungssta- 
tus assoziierter Krankheiten sowie zur Prognose uner- 
wunschter Arzneimittelwirkungen. 
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und die in Frage kornmenden Enzyme sind dem.Fachmann bekannt und ergeben sich etwa aus den von den 
Hersteliern mitgeiieferten Protokolien. 

[0011] Die zu untersuchende DNA muss fur den Umsatz mit der AID zumindest partiell einzelstrangig vorlie- 
gen. Dem Fachmann sind unterschiedliche Wege bekannt, zu einzelstrangiger DNA zu gelangen. in einer be- 
vorzugten Variante wird die zu. untersuchende DNA hitze-denaturiert und anschlie&end mit Oiigonukieotiden 
hybridisiert, die partiell komplementar zu derzu untersuchenden DNA sind. Dabei sind die Oligonukleotide ge- 
rade zu den zu untersuchenden Cytosinpositionen nicht komplementar, so dass in diesen Bereichen einzel- 
strangige „Blasen" gebildet werden, an denen die AID aktiv werden kann. Die nicht komplementaren Bereiche 
sind dabei bevorzugt zwischen 3 und 20 Nukleotide, besonders bevorzugt zwischen 5 und 12 Nukleotide und 
ganz besonders bevorzugt 9 Nukleotide lang (vgL: Bransteitter et al., 2003 S. 4106, Tab.1). In einer bevorzug- 
ten Ausfuhrungsform werden synthetische Oligonukleotide eingesetzt. Diese haben bevorzugt eine Lange zwi- 
schen 20 und 150, besonders bevorzugt zwischen 35 und 60 Nukleotiden. Diese Oligonukleotide werden in 
einem Oberschuss zu der zu untersuchenden DNA eingesetzt, so dass gewahrleistet ist, dass moglichst viel 
der zu untersuchende Cytosin-Positionen fur die Deaminase zuganglich sind. Bevorzugt ist dabei eine Kon- 
zentration von 1 pmol/l bis 1000 nmol/l, besonders bevorzugt ein Bereich zwischen 1 nmol/l und 100 nmol/L 
Im einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaften Verfahren werden mehrere Oligonukleotide 
unterschiedlicher Sequenz eingesetzt, so dass gleichzeitig eine Untersuchung mehrere Cytosinpositionen 
moglich ist. In einer weiteren bevorzugten Variante sind die Oligonukleotide so aufgebaut, dass sie selbst nicht 
von dem AID-Enzym umgesetzt werden konnen. Dies kann etwa dadurch geschehen, dass in den Oiigonuk- 
ieotiden 5-Methylcytosine statt Cytosine enthaiten sind. Dem Fachmann ist bekannt, dass statt Oiigonukieoti- 
den auch andere Oligomere eingesetzt werden konnen, etwa Peptid-Nukleinsaure-(PNA)-Oligomere. Die Syn- 
these der Oligomere sowie die Hybrisieruhgsbedrngungen gehorenzum Stand derTechnik. Es ist riaheliegend, 
dass fur das erfindungsgemafce Verfahren statt chemisch synthetisierter Oligonukleotide auch Oligonukleotide 
anderen Ursprungs, etwa PCR-Fragmenteodergenomische DNA eingesetzt werden konnen. Reaktionsbedin- 
gungen fur die Deaminierung sind in der Literatur beschrieben (siehe etwa: Bransteitter et al, 2003, a.a.o.; So- 
hail et al. 2003, a.a.o.; Chaudhuri et al. 2003, a.a.o.). Die umgewandelte DNA kann anhand der gangigen mo- 
lekularbioiogischen Verfahren analysiert werden, etwa uber Hybidisierung oder Sequenzierung. In einer bevor- 
zugten Variante wird die umgewandelte DNA zunachst amplifiziert. 

[0012] Hierzu sind dem Fachmann unterschiedliche Verfahren bekannt, etwa Ligasekettenreaktionen. In ei- 
ner bevorzugten Ausfuhrungsform wird die DNA allerdings uber eine Polyrnerasereaktion amplifiziert. Hierzu 
sind verschiedene Ausgestaltungen denkbar, etwa die Verwendung isothermer Amplifikationsverfahren. Be- 
sonders bevorzugt sind allerdings Polymerasekettenreaktionen (PCR). In einer ganz besonders bevorzugten 
Ausfuhrungsform erfolgt die PCR unter Verwendung von Primern, die spezifisch nur an Positionen der umge- 
wandelten Sequenz binden, die vorher entweder methyliert (oder bei umgekehrtem Ansatz: unmethyliert) wa- 
ren. Dieses Verfahren ist bei bisulfitierter DNA unter dem Namen methylierungssensitive PCR bekannt (MSP). 
Dabei werden Primer verwendet, die mindestens ein 5'- CpG -3' Dinukleotid enthaiten; bevorzugt sind Primer, 
die mindestens drei S'-CpG-S'-Positionen tragen, von denen mindestens eine am 3 1 Ende lokalisiert ist. Fur die 
Amplifikation der unmethylierten Sequenzen bzw. der Gegenstrange sind dementsprechend 5'-TG-3' oder 
5-CA-3-Dinukleotide erforderlich (VgL: Herman et al.: Methylation-specific PCR: a novel PCR. assay for me- 
thylation status of CpG islands. Proc Natl Acad Sci USA. 1996 Sep 3; 93(18): 9821-6). 

[0013] Eine andere ganz besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist fur Bisulfit-vorbehandette DNA unter 
dem Namen „Heavy-Methyl"-Methode bekannt. Dabei wird eine spezifische Amplifizierung nur der ursprung- 
lich methylierten (bzw. unmethylierten) DNA durch Einsatz mindestens eines methylierungsspezifischen Blo- 
cker-Oligomers erreicht. Der Blocker bindet an ein 5-CG-3* (bzw. S'-TG-S'-Dinukleotid oder S'-CA-^-Dinukie- 
otid und verhindert so die Amplifikation der Hintergrund-DNA. Die Ausfuhrungsform kann uber die Auswahl der 
Polymerase oder uber die Modifikation der Blockeroligomere so ausgestaltet sein, dass ein Abbau oder eine 
Verlangerung der Blocker minimiert wird (zur Ubersicht: WO 02/072880). 

[0014] Fur den Fall, dass die erforderliche Bildung der einzelstrangigen DNA uber den Einsatz partiell kom- 
plementarer Oligomere erreicht wird (s.o.), ergeben sich fur die o.g. JVISP"- und „Heavy-Methyl n -Varianten wei- 
tere bevorzugte Ausfuhrungsformen. Dabei wird zur PCR-Amplifikation mindestens ein Primer eingesetzt, der 
am 5-Bereich die genomische Sequenz tragt (entspricht dem doppelstrangigen, und daher nicht umgewandel- 
ten Teil der zu untersuchenden DNA), und der in seinem 3'-Bereich uber eine Sequenz verfugt, die der umge- 
wandelten DNA entspricht. In der MSP-Variante tragt der 3'-Bereich zusatzlich methylierungsspezifische Posi- 
tionen. 

[0015] Die Detektion der Amplifikate kann uber herkommliche Verfahren erfolgen, etwa uber Methoden der 
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Langenmessung wie Gelelektrophorese, Kapillargelelektrophorese und Chromatographie (z.B. HPLC). Auch 
Massenspektrometrie und Methoden zur Sequenzierung wie die Sanger-Methode, die Maxam-Giibert-Metho- 
de und Sequencing by Hybridisation (SBH) konnen verwendet werden. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform 
werden die Amplifikate durch Primer-Extension-Verfahren nachgewiesen (siehe etwa: Gonzalgo & Jones: Ra- 
pid quantitation of methylation differences at specific sites using methylation-sensitive single nucleotide primer 
extension (Ms-SNuPE). Nucleic Acids Res. 1997 Jun 15; 25(12): 2529-31; DE 100 10 232; DE 100 10 280). 

[0016] In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform werden die die Amplifikate mittels Hybridisierung an 
Oligomer-Arrays analysiert (ein Oberblick uber Array-Tech nologie befindet sich in der Extraausgabe von: Na- 
ture Genetics Supplement, Volume 21 , January 1999). Auf einem solchen Array konnen die verschiedenen Oli- 
gomere auf einer Festphase in Form eines rechtwinkiigen oder hexagonalen Gitters angeordnet sein. Die Fest- 
phasenoberflache ist bevorzugt aus Silizium, Glas, Polystyrol, Aluminium, Stahl, Eisen, Kupfer, Nickel, Silber 
oder Gold zusammengesetzt. Jedoch sind auch Nitrocellulose und Kunststoffe wie Nylon, die in Form von Pel- 
lets oder auch als Harz-Matrizes existieren konnen, moglich. Die etwa fluoreszenzmarkierten Amplifikate wer- 
den an die gebundenen Oligomers hybridisiert und die nicht gebundenen Fragmente entfernt. Vorteilhaft ist es 
dabei, wenn die Oligomere uber einen 12-22 Basen langen Abschnitt an die zu analysierende DNA hybridisie- 
ren und sie mindestens ein CG, TG oder CA Dinukleotid umfassen. Die Fluoreszenz-Signale konnen gescannt 
und mitSoftware-Programmen verarbeitet werden (Siehe etwa: Adorjan et al., Tumour class prediction and dis- 
covery by microarray-based DNA methylation analysis. Nucleic Acids Res. 2002 Mar 1; 30(5): e21). In einer 
anderen besonders bevorzugten Ausfuhrungsform werden die Amplifikate unter- Verwendung von PCR-Echt- 
zeit-Varianten analysiert (vgL: Heid et al.: Real time quantitative PCR. Genome Res. 1996 Oct; 6(10): 986-94, 
US Patent No. 6,331 ,393 „Methyl-Light"). Dabei wird die Amplifikation in Gegenwart eines fluoreszenzmarkier- 
ten Reporteroligonukleotid durchgefuhrt, das an ein 5'-CG-3'-Dinukleotid (bzw. 5-TG-3 - oder 5'-CA-3'-Dinuk- 
leotid) hybridisiert. Das Reporteroligonukleotid bindet dabei bevorzugt an die zu untersuchende DNA und zeigt 
deren Amplifikation durch Zunahme oder Abnahme der Fluoreszenz an. Dabei ist es besonders vorteilhaft, 
wenn die Fluoreszenzveranderung direkt zur Analyse benutzt wird und aus dem Fluorenzenzsignal auf einen 
Methylierungszustand geschlossen wird. Eine besonders bevorzugte Variante ist dabei das „Tagman®"-Verfah- 
ren. In einer anderen besonders bevorzugten Ausfuhrungsform wird ein zusatzliches floureszenzmarkiertes 
Oligomer verwendet, das in unmittelbarer Nahe zu dem ersten Reporteroligonukleotid hybridisiert und sich die- 
se Hybridisierung mittels Fiuoreszenz-Resonanz-Energietransfer nachweisen lafct („Lightcycler®"-Verfahren). 

[0017] Eine bevorzugte Ausfuhrungsform der Erfindung ist es, mehrere Fragmente gleichzeitig mittels einer 
Multiplex-PCR zu amplifizieren. Bei deren Design muss darauf geachtet werden, dass nicht nur die Primer, 
sondern auch die weiteren eingesetzten Oligonukleotide nicht zueinander komplementar sein durfen, so dass 
eine hochgradige Multiplexierung in diesem Fall schwieriger ist als in ublich. Jedoch hat man bei der enzyma- 
tisch vorbehandelten DNA den Vorteil, dass aufgrund des unterschiedlichen G und C-Gehaltes der beiden 
DNA-Strange ein Forward-Primer niemals auch als Reverse-Primer fungieren kann, was die Multiplexierung 
wiederum erleichtert und den oben beschriebenen Nachteil im wesentlichen ausgleicht Die Detektion der Am- 
plifikate ist wiederum uber unterschiedliche Verfahren moglich. Denkbar ist dabei etwa die Verwendung von 
Echtzeit-Varianten. Fur Amplifikatiohen von mehr als vier Genen empfiehltes sich aber, die Amplifikate auf an- 
dere Weise zu detektieren. Bevorzugt ist dabei eine Analyse uber Arrays (s.o.). in einer anderen bevorzugten 
Ausfuhrungsform erfolgt nach der Amplifizierung eine erneute enzymatische Umwandlung mit der AID. Hier- 
durch werden auch die nach der ersten Deaminierung verbleibenen Cytosine umgewandelt. Eine sol che wie- 
derholte Umwandlung hat mehrere Vorteile und ist fur die Bisulfitierung bereits beschrieben (vgl * DE 100 50 
942). 

- [0018] Im ubrigen wird noch einmal betont, dass das Ergebnis der erfindungsgemaften enzymatischen Um- 
wandlung dem Ergebnis der Bisulfit-Behandlung entspricht Es ist daher naheliegend, dass aile bereits be- 
kannten Verfahren zur Analyse der bisulfitierten DNA auch zur Analyse der erfindungsgemaB umgewandelten 
DNA verwendet werden konnen. Der Fachmann findet Angaben uber die entsprechenden Verfahren in der wis- 
senschaftlichen Veroffentlichungen und in der Patentliteratur. Eine aktuelle Obersicht uber die mogliche Me- 
thoden findet sich in: Fraga and Estelier: DNA Methylation: A Profile of Methods and Applications. Biotechni- 
ques 33: 632-649 (September 2002). 

[0019] Eine besonders bevorzugte Verwendung des erfindungsgemaften Verfahrens liegt in der Diagnose 
von Krebserkrankungen oder anderen mit einer Veranderung des Methylierungsstatus assoziierten Krankhei- 
ten. Hierzu gehoren u.a. CNS-Fehlfunktionen, Aggressionssymptome oder Verhaltensstorungen; klinische, 
psychologische und soziaie Konsequenzen von Gehirnschadigungen; psychotische Storungen und Person- 
lichkeitsstorungen; Demenz und/oder assoziierte Syndrome; kardiovaskulare Krankheit, Fehlfunktion und 
Schadigung; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit des gastrointestinalen Traktes; Fehlfunktion, Schadi- 
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gung oder Krankheit des Atmungssystems; Verletzung, Entzundung, Infektion, Immunitat und/oder Rekonva- 
leszenz; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit des Korpers als Abweichung im Entwicklungsprozess; Fehl- 
funktion, Schadigung oder Krankheit der Haut, der Muskeln, des Bindegewebes oder der Knochen; endokrine 
und metabolische Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit; Kopfschmerzen oder sexuelle Fehlfunktion. Das 
erfindungsgemafte Verfahren eignet sich au&erdem zur Vorhersage von unerwunschten Arzneimittelwirkun- 
gen und zur Unterscheidung von Zelltypen oder Geweben oder zur Untersuchung der Zelldifferenzierung. 

[0020] Erfindungsgemaft ist auch die Verwendung von Cytidin-Deaminasen, die Cytidin und 5-Methylcytidin 
unterschiedlich schnell umsetzen, insbesondere die Verwendung der Aktivierungs-induzierten Cytidin-Deami- 
nase (AID), eines biologisch aktiven Fragmentes der AID bzw. einer Modifikation hiervoh zur Methylierungsa- 
nalyse, insbesondere zur Diagnose von Krebserkrankungen oder anderen mit einer Veranderung des Methy- 
lierungsstatus assoziierten Krankheiten, zur Vorhersage von unerwunschten Arzneimittelwirkungen, zur Unter- 
scheidung von Zelltypen und Geweben oder zur Untersuchung der Zelldifferenzierung. 

[0021] Erfindungsgemaft ist schlieElich auch ein Kit, der aus dem AID-Enzym, eines biologisch aktiven Frag- 
mentes der AID oder einer Modifikation hiervon sowie Oligomeren und den fur die Deaminierung erforderlichen 
Puffern besteht, sowie optional auch eine Polymerase, Primer und Sonden fur eine Amplifkation und Detektion 
enthalt. 

Ausfuhrungsbeispiel 

Nachweis der CpG Methylierung im Exon 1 vom Homo sapiens p16-INK4 (p16) Gen in humaner DNA (Prome- 

ga). 

[0022] Die folgende Sequenz aus dem p1 6-!NK4-Gen soil auf ihren Methyiierungsstatus untersucht werden: 



1 


gaagaaagag gaggggctgg 


ctggtcacca 


gagggtgggg 


cggaccgcgt 


gcgctcggcg 


61 


gctgcggaga gggggagagc 


aggcagcggg 


cggcggggag 


cagcatggag 


ccggcggcgg 


121 


ggagcagcat .ggagccttcg 


gctgactggc 


tggccacggc 


cgcggcccgg 


ggtcgggtag 


181 


aggaggtgcg ggcgctgctg 


gaggcggggg 


cgctgcccaa 


cgcaccgaat 


agttacggtc 


241 


ggaggccgat ccaggtgggt 


agagggtctg 


cagcgggagc 


aggggatggc 


gggcgactct 


301 


ggaggacgaa gtttgcaggg 


gaattggaat 


caggtagcgc 


(Seq ID 


i) 



[0023] Dazu werden 160 ng der zu untersuchenden DNA (als Kontrolle 160 ng kunstlich aufmethylierter ge- 
nomischer DNA, Promega) und jeweils 25 pmol von den beiden Oligonukleotiden: 
5'-ctcccaccccgcctgcgcgtgcgctcccgccgacgcctctc-3' (Seq ID 2) und 
5 , -gccgactgaccgaccccacggccgcccgggccccagccca"-3 , (Seq ID 3) 

ineinem ReaktionsgefaB mit 20 pi Puffer (10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 1 mM EDTA, 1 mM DTT)fur5 min bei96°C 
denaturiert und danach zum Abkuhlen fur 2 min auf Eis gegeben. Dabei hybridisieren die Oligonukleotide an 
die genomische DNA mit jeweils einer 10 bp weiten Offnuhg, die ein optimales Substrat fur die nachfolgende 
Behandlung mit dem AID-Enzym bilden. Dazu werden dem abgekuhltem Reaktionsgemisch 400 pg AID und 2 
pg RNaseA (Bransteitter et. al., PNAS, v. 100, p. 4102 (2003)) zugesetzt, und das Gemisch wird fur 7 min. bei 
37°C inkubiert. Die Reaktion wird durch eine Phenol/Cloroform/lsoamyl (25:24:1) Fallung abgebrochen. Die 
Detektion wird mit einer PCR durgefuhrt. Dazu werden 2 pl der gefallten DNA Losung in 18 pi Wasser mit 2 pi 
Primerlosung mit jeweils 25 pmol von zwei Oligonukleotiden (5'-cgcctggcgcacgcaaa-3' (Seq ID 4), 
5 , -ttacggtcggggcccgggctc-3 , (Seq ID 5)) und 2,5 pl dNTP-Mix (Fermentas, Konzentration je dNTP 2,5 pmol/pl), 
0,3 pl Hot Star Taq (Qiagen), 2,5 pl 10 * PCR Buffer Solution (Qiagen, 15 mMol MgCl 2 im Puffer enthalten) in 
einem ReaktionsgefaE gemischt und auf einem Thermocycier mitjolgendem Temperaturprogramm inkubiert: 
1.95°C15min 

2. 95°C 1min 

3. 55°C 45sec 

4. 72°C 1min 15sec 

5. go to 2. Rep 39 

6. 72°C 10min 

7. Hold 10°C. 

[0024] Die Kontrolleder PCR erfolgt mittels Gelelektrophorese. Dazu werden 5 pl PCR-Produkt mit 3 pl Loa- 
ding Dye auf ein 1,4 % iges Agarosegel (Eurogentec, lnc.)aufgetragen. Als Laufpufferdient 1 x TBE. Die Frag- 
mente werden mittels Ethidiumbromid angefarbt und das Gel wird unter UV-Beleuchtung abfotografiert. 
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Sequenzprotokoll 

Sequence listing 
<110> Epigenomics AG 

<120> Verfahren zum Nachweis von Cytosin-Methylierungen in DNA mittels 
Cytidin- Deaminasen 

<160> 5 

<210> 1 
<211> 340 
<212> DNA 
<213> Homo Sapiens 

<400> 1 

gaagaaagag gaggggctgg ctggtcacca gagggtgggg cggaccgcgt gcgctcggcg 

gct.gcggaga gggggagagc aggcagcggg cggcggggag cagcatggag ccggcggcgg 

ggagcagcat ggagccttcg gctgactggc tggccacggc . cgcggcccgg ggtcgggtag 

aggaggtgcg ggcgctgctg gaggcggggg cgctgcccaa cgcaccgaat agttacggtc 

ggaggccgat ccaggtgggt agagggtctg cagcgggagc aggggatggc gggcgactct 

ggaggacgaa gtttgcaggg gaattggaat caggtagcgc 

<210> 2 
<211> 41 
<212> DNA 
<213> artificial 

<400> 2 

ctcccacccc gcctgcgcgt gcgctcccgc cgacgcctct c 41 

<210> 3 
<211> 41 
<212> DNA 

<213> artificial . 
<400> 3 

gccgactgac cgaccccacg gccgcccggg ccccagccc a 41 

<210> 4 

<211> 17 

<212> DNA 

<213> artificial 

<400> 4 

cgcctggcgc acgcaaa ' 17 

<210> 5 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> artificial 

<400> 5 

ttacggtcgg ggcccgggct c 21 

Patentanspruche 

1 . Verfahren zum Nachweis von Cytosinmethyiierungen in DNA, dadurch gekennzeichnet, dass man 

a) die zu untersuchende DNA mit einer Cytidin-Deaminase in Kontakt bringt, wobei die Cytidin-Deaminase Cy- 
tidin und 5-Methylcytidin unterschiedlich schnel! deaminiert, 

b) die partiell deaminierte DNA hinsichtiich ihrer Sequenz untersucht, und 

c) aus dem Vorliegen oder dem Anteil deaminierter Positionen auf den Methylierungszustand der zu untersu- 
chenden DNA in besagten Positionen schliefct. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man als methylierungsspezifische Cyti- 
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din-Deaminase die Aktivierungs-induzierte Cytidin-Deaminase (AID) oder ein biologisch aktives Fragment der 
AID oder eine Modifikation hiervon verwendet. 

3. Verfahren nach einern der Anspruche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die zu untersuchende 
DNA in zumindest partiell einzelstrangiger Form vorliegt. 

4. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass man die zu 
untersuchende DNA mit Oligomeren hybridisiert, wobei die Hybride an den zu untersuchenden Cytosinpositi- 
onen einzelstrangig vorliegen. 

5. Verfahren nach den Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass die einzelstrangigen Bereiche zwischen 
3 und 20 Nukleotide grofi sind. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, dass die einzelstrangigen Be- 
reiche zwischen 5 und 12 Nukleotide groft sind. 

7. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 4 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass der einzel- 
strangige Bereich 9 Nukleotide graft ist. 

8. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 7,.dadurch gekennzeichnet, dass die Oiigomere 
eine Lange von 20 bis 150 Nukleotide aufweisen. 

9. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Oiigomere 
eine Lange von 35 bis 60 Nukleotide aufweisen. 

1 0. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 4 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass die Oiigome- 
re in einer Konzentration von 1 pmol/l bis 1000 nmol/l vorliegen. 

11 . Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 4 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass die Oiigo- 
mere in einer Konzentration von 1 nmol/l bis 100 nmol/l vorliegen. 

12. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass man die zu 
untersuchende DNA nach der enzymatischen Behandlung amplifiziert. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass die Amplifikation mittels einer Polymera- 
sereaktion erfoigt. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass die Amplifikation mittels einer Polymera- 
sekettenreaktion erfoigt. 

1 5. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass die Polymerasekettenreaktion mittels me- 
thylierungspezifischer Primer erfoigt. 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 14 oder 15, dadurch gekennzeichnet, dass in der Polymerase- 
kettenreaktion mindestens ein methylierungsspezifisches Blocker-Oligomer eingesetzt wird. 

17. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 12 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dass nach der 
Amplifikation eine erneute enzymatische Umsetzung mit einer Cytidin-Deaminase erfoigt. 

18. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 12 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass man die 
Amplifikate uber Methoden der Langenmessung, der Massenspektrometrie oder der Sequenzierung analy- 
siert. 

19. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 12 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass man die 
Amplifikate durch Primer-Extension-Verfahren analysiert. 

20. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 12 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass man die 
Amplifikate durch Hybridisierung an Oligomer-Arrays analysiert. 

21. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 12 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass man die 
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Ampiifikate unter Verwendung von Echtzeit-Varianten analysiert. 

22. Verfahren nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dass man ein Taqman® oder ein Lightcyc- 
ler®-Verfahren durchfuhrt. 

23. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 12 bis 22, dadurch gekennzeichnet, dass man meh- 
rere Fragmente gleichzeitig mittels einer Multiplex-Re.aktion amplifiziert. 

24. Verwendung eines Verfahrens nach mindestens einem der Anspruche 1-23 zur Diagnose von Krebser- 
krankungen oder anderen mit einer Veranderung des Methylierungsstatus assoziierten Krankheiten. 

25. Verwendung eines. Verfahrens nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 23 zur Vorhersage von un- 
erwunschten Arzneimittelwirkungen, zur Unterscheidung von Zelltypen und Geweben oder zur Untersuchung 
der Zelidifferenzierung. 

26. Verwendung von Cytidin-Deaminasen, die Cytidin und 5-Methylcytidin unterschiedlich schnell umset- 
zen, zur Methylierungsanalyse. 

27. Verwendung von Cytidin-Deaminasen, die Cytidin und 5-Methylcytidin unterschiedlich schnell umset- 
zen, zur Diagnose von Krebserkrankungen oder anderen mit einer Veranderung des Methylierungsstatus as- 
soziierten Krankheiten. 

28. Verwendung von Cytidin-Deaminasen, die Cytidin und 5-Methylcytidin unterschiedlich schnell umset- 
zen, zur Vorhersage von unerwunschten Arzneimittelwirkungen, zur Unterscheidung von Zelltypen und Gewe- 
ben oder zur Untersuchung der Zelidifferenzierung. 

29. Verwendung nach mindestens einem der Anspruche 24 bis 28, dadurch gekennzeichnet, dass es sich 
bei der Cytidin-Deaminase um die Aktivierungs-induzierte Cytidin-Deaminase (AID), um ein biologisch aktives 
Fragment der AID bzw. eine Modifikation hiervon handelt. 

30. Ein Kit zur Durchfuhrung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 23, der aus dem AID-Enzym, 
einem biologisch aktiven Fragment der AID oder einer Modifikation hiervon sowie Oligomeren und den fur die 
Deaminierung erforderlichen Puffern besteht, sowie optional auch eine Polymerase, Primer und Sonden fur 
eine Amplifkation und Detektion enthalt. 

Es folgt kein Blatt Zeichnungen 
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